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Abstract 
The aim of this research was to analyze the potency of sorghum leaves as biomass in ethanol 
production. Sorghum leaves were used as a substrate in an enzymatic hydrolysis process and the 
reduction sugar that produced was used as substrate in fermentation. Hydrolysis was conducted 
without pretreatment. Sorghum leaves were degraded into 30 mesh powder before used as 
biomass in enzymatic hydrolysis using Celluclast (novozyme) 90FPU/g dry weight. 
Concentration of reduced sugar and Cellulose Conversion Ratio (CCR) were used to analyze the 
degradability of sorghum leaves cellulose at enzymatic hydrolysis. Reduced sugar in hydrolysate 
as the result of enzymatic hydrolysis were fermented by Saccharomyces cerevisiae FNCC 3012 to 
produce ethanol. Initial S. cerevisiae concentration was 10
6
 CFU/ml and added 10% of 
hydrolysate volume. Observation was carried out on reduced sugar and ethanol concentration 
during fermentation. The results presented that some cellulose cannot be enzymatically 
hydrolysed directly because of the low value of CCR. Highest reduced sugar concentration after 
enzymatic hydrolysis was 3.18 mg/ml. Highest level of ethanol concentration was 0,23% (v/v). 
Keywords: bioethanol, sorghum leaves, Sorghum bicolor, enzymatic hydrolysis  
Abstrak 
Penelitian ini bertujuan menganalisis potensi daun sorghum (Sorghum bicolor L. Moench) 
sebagai biomassa dalam produksi etanol. Daun sorghum akan digunakan sebagai substrat 
dalam proses hidrolisis enzimatis dan gula reduksi yang dihasilkan akan digunakan sebagai 
substrat dalam fermentasi. Hidrolisis dilakukan tanpa perlakuan pendahuluan. Daun sorghum 
dihancurkan hingga berbentuk serbuk berukuran 30mesh sebelum digunakan sebagai substrat 
dalam hidrolisis enzimatis menggunakan enzim Celluclast (novozyme) 90FPU/g berat kering. 
Konsentrasi gula reduksi dan nilai CCR (Cellulose Conversion Ratio) akan digunakan untuk 
menganalisis tingkat degradabilitas selulosa daun sorghum. Gula reduksi dalam hidrolisat 
sebagai hasil proses hidrolisis enzimatis akan difermentasi oleh Saccharomyces cerevisiae FNCC 
3012 untuk menghasilkan etanol. Konsentrasi Sorghum cerevisiae yang digunakan adalah 10
6
 
CFU/ml dan ditambahkan dalam 10% volume hidrolisat. Pengamatan dalam proses fermentasi 
dilakukan terhadap konsentrasi gula reduksi dan etanol selama 36 jam. Hasil yang didapatkan 
menunjukkan bahwa selulosa tidak dapat dihidrolisis enzimatis secara langsung dilihat dari 
rendahnya nilai CCR. Konsentrasi gula reduksi tertinggi setelah hidrolisis enzimatis adalah 
3,18 mg/ml. Konsentrasi etanol tertinggi setelah proses fermentasi adalah 0,23%(v/v). 
Kata kunci: bioetanol, daun sorghum (Sorghum bicolor), hidrolisis enzimatik 
Diterima: 23 September 2015, disetujui: 16 November 2015 
 
Pendahuluan 
Sumber energi, terutama bahan bakar, 
merupakan salah satu kebutuhan penting dalam 
berbagai sektor kehidupan. Bahan bakar yang 
banyak digunakan bersumber dari fosil dan 
berwujud minyak, atau yang biasa disebut 
dengan BBM (Bahan Bakar Minyak). 
Berdasarkan Nasir (2014), produksi 
minyak Indonesia yang dapat diolah di kilang 
dalam negeri hanya sekitar 900.000 barrel per 
hari. Di era tahun 70-an, konsumsi minyak 
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hanya dikisaran 100 ribu s.d. 350 ribu BPD. 
Namun, dari tahun ke tahun konsumsi terus 
meningkat atau tumbuh di kisaran 6,1% per 
tahun selama periode 1970 s.d. 2012. 
Permasalahan ini mendorong diciptakannya 
Perpres no 5 tahun 2006 tentang kebijakan 
energi nasional yang mentargetkan 5% sumber 
energi alternative berasal dari biofuel. Salah satu 
energi alternative biofuel yang banyak 
dikembangkan adalah bioetanol. 
Etanol sebagai energi alternatif telah 
menarik perhatian sejak krisis minyak di tahun 
1970 (Shen dkk., 2012). Etanol dapat dihasilkan 
dari proses fermentasi berbagai macam bahan 
seperti bahan berpati, limbah pertanian yang 
mengandung lignoselulosa, atau bahan 
bersaccharin (Goshadrou dkk., 2011). 
Salah satu jenis tanaman pertanian yang 
banyak dikembangkan di Indonesia adalah 
tanaman serealia seperti padi, jagung, beras 
ketan, serta sorghum. Bagian tanaman seperti 
batang jagung, jerami gandum, jerami padi, 
sekam padi, dan baggase merupakan residu dan 
produk samping yang dapat digunakan sebagai 
bahan baku produksi bioetanol (Saha dan 
Michael, 2006).   
Limbah pertanian tersebut mengandung 
selulosa dan hemiselulosa yang dapat 
dihidrolisis menjadi gula dan selanjutnya 
digunakan sebagai substrat pada proses 
fermentasi. Hidrolisis dapat dilakukan dengan 
berbagai metode seperti fisikawi dengan 
penguapan, kimiawi dengan asam ataupun 
enzimatis (Goshadrou dkk., 2011). 
Dalam industri fermentasi glukosa 
menjadi etanol, secara umum digunakan 
Saccharomyces cerevisiae. Hal ini karena 
Saccharomyces cerevisiae mampu memproduksi 
etanol dalam jumlah besar dan mempunyai 
toleransi terhadap alkohol yang tinggi, toleransi 
terhadap adanya garam, dan mudahnya aplikasi 
untuk skala industri karena tidak membutuhkan 
medium yang sangat steril (Elevri dan Surya, 
2006). 
Pada penelitian ini dilakukan hidrolisis 
enzimatis menggunakan enzim selulase untuk 
mengubah selulosa dari daun sorghum menjadi 
glukosa. Hasil hidrolisis enzimatis ini akan 
digunakan sebagai substrat dalam fermentasi 
etanol menggunakan Saccharomyces cerevisia. 
Analisis kadar gula reduksi dan kadar etanol 
yang dihasilkan akan digunakan untuk mengukur 
efisiensi fermentasi. Penelitian ini bertujuan 
untuk mengetahui tingkat degradabilitas selulosa 
dalam daun sorghum dan  proses fermentasi 
etanol oleh Saccharomyces cerevisiae. 
Metode Penelitian 
Analisis Karakter Bahan 
Analisis Kadar Air dilakukan berdasarkan 
metode Anonim (2005). Sebanyak 2 gr sampel 
ditambahkan ke dalam cawan terukur yang telah 
dikeringkan pada suhu 100105oC hingga berat 
konstan. Berat bahan ditentukan dengan rumus 
berikut ini: 
 
 
Ka = (berat sampel awal + cawan kosong) - (berat sampel + botol kering) X 100  
Berat sampel awal 
 
 
Analisis kandungan lignoselulosa daun 
sorghum dilakukan dengan metode Chesson 
(1981). Analisis kandungan lignoselulosa 
dilakukan secara bertahap dengan mendegradasi 
bagian-bagian dari bahan. Degradasi dilakukan 
untuk mengetahui kandungan WSC (Water 
Soluble Carbohydrate content), hemiselulosa, 
selulosa, dan lignin. 
Hidrolisis Enzimatis Daun Sorghum 
Daun sorghum dari varietas Numbu putih 
diambil dari daerah Banguntapan, Yogyakarta. 
Daun sorghum dikumpulkan dan dihaluskan 
menjadi bubuk berukuran 30mesh. Dalam 
penelitian ini juga digunakan PASC (Phosporic 
Acid Swollen Cellulose) sebagai control pada 
hidrolisis enzimatis. PASC dibuat dengan 
pencampuran bubuk selulosa dan asam phosphor 
selama 1 jam pada suhu 4
o
C, dilanjutkan dengan 
pencampuran bersama aquades dan diaduk 
selama 1 jam pada suhu 4
o
C. Campuran dicuci 
dengan pembilasan menggunakan aquades dan 
NaHCO3 1% (w/v) hingga pH 7. PASC disimpan 
dalam buffer sitrat pH 4,8 sebelum digunakan 
(Walseth, 1952). 
Aktivitas selulase diukur menggunakan 
metode Ghose (1987). Sebanyak 1 mL 0,05 
buffer sitrat (pH4,8) dipanaskan hingga suhu 
40
o
C dan ditambahkan ke dalam tabung reaksi 
yang berisi 1 lembar kertas saring Whatman 
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(1X6cm). sebanyak 0,5 ml enzim selulase 
(Celluclast ® 1,5L Novozyme) ditambahkan 
dalam tabung reaksi lalu diinkubasi pada 
waterbath suhu 50
o
C selama 1 jam. Campuran 
dianalisis menggunakan metode DNS (Anonim, 
2005) untuk mengukur konsentrasi gula reduksi. 
Hasil dinyatakan dalam FPU (Filter Paper Unit). 
Satu unit merupakan jumlah enzim untuk 
melepas 1 µmol glukosa dalam1 menit pada 
suhu 50
o
C. 
Tahap hidrolisis enzimatis dilakukan 
dengan modifikasi metode Musatto dkk., (2008). 
Selulase (90 FPU/g substrat) ditambahkan dalam 
50 mM buffer Na-sitrat (pH 4,8) yang 
disuplementasi dengan 0,02% (b/v) sodium azida 
lalu dicampurkan dengan daun sorghum dengan 
konsentrasi 2% (b/v). Campuran diinkubasi 
dalam waterbath suhu 50
o
C selama 72 jam. Pada 
jam ke 12, 24, 36, 48, 60, dan 72 dilakukan 
pengambilan sampel untuk analisis kadar 
glukosa dengan menggunakan metode DNS. 
Sebelum dilakukan analisis kadar glukosa, 
sampel terlebih dahulu disentrifuge dengan 
kecepatan 4000 rpm selama 10 menit untuk 
memisahkan hidrolisat dengan padatan. Analisis 
tingkat degradabilitas dengan menghitung nilai 
%CCR (Cellulose Conversion Ratio) 
menggunakan rumus di bawah ini: 
 
 
%CCR = (mg gula reduksi/mg selulosa) x 0,9 x 100% 
 
(Mussato dkk., 2008) 
Berat gula redusi diperoleh dari data 
analisis konsentrasi gula reduksi dan berat 
selulosa didapatkan dari analisis karakter. 
 
 
Fermentasi Etanol 
Tahap fermentasi etanol dilakukan dengan 
menggunakan modifikasi metode Cao dkk., 
(2012). S. cerevisiae disiapkan dengan 
memindahkan kultur dari agar miring menuju 
medium PGY (Peptone Glucose Yeast) yang 
berisi 7,5g/L Peptone; 4,5g/L yeast extract; 
20g/L glukosa. Sebanyak satu ose S.cerevisiae 
dipindahkan dalam 100mL medium PGY broth 
sebelum inkubasi pada suhu 30
o
C selama 12 
jam. Hidrolisat (hasil hidrolisis) disterilisasi pada 
suhu 121
o
C selama 30 menit sebelum digunakan. 
S.cerevisiae  ditambahkan sebanyak 10%(v/v) ke 
dalam hidrolisat steril dan diinkubasi 30
o
C 
selama 36 jam dan dilakukan pengambilan 
sampel pada jam ke 0, 4, 8, 12, 24, 36. Semua 
langkah dilakukan dalam kondisi steril. Analis 
gula reduksi dilakukan dengan metode DNS 
sedangkan analisis etanol dilakukan 
menggunakan kromatografi gas.  
Hasil dan Pembahasan 
Karakter Daun Sorghum 
Hasil analisis kadar air, WSC, dan 
komposisi lignoselulosa dari daun sorghum 
disajikan dalam Tabel 1. 
Daun sorghum berada dalam bentuk 
bubuk berukuran 30 mesh. Hemiselulosa 
merupakan komposisi tertinggi dalam 
kandungan lignoselulosa daun sorghum. 
Hemiselulosa dapat berperan sebagai inhibitor 
proses hidrolisis enzimatis dengan membatasi 
kontak antara enzim dan selulosa. Daun sorghum 
mengandung hemiselulosa antara 26,4–38,5% 
(Murray, 2008). 
 
Tabel 1. Karakter daun Sorghum 
Komposisi  Jumlah 
Kadar air (%) 10,02 
WSC (%db) 20,99 
Lignoselulosa 
(%db) 
Hemiselulosa 32,93 
Selulosa  26,89 
Lignin 17,80 
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Hidrolisis Enzimatis Daun Sorghum 
Selulase ditambahkan sebanyak 90FPU/g 
dari substrat. Konsentrasi gula reduksi selama 
hidrolisis enzimatis ditunjukkan dalam Gambar 
1. 
Dalam hidrolisis enzimatis, selulosa murni 
dan PASC digunakan sebagai kontrol. 
Konsentrasi gula reduksi tertinggi dari PASC 
dan selulosa selama hidrolisis enzimatis adalah 
26,15mg/ml dan 24,26 mg/ml. PASC 
menghasilkan gula reduksi yang lebih tinggi 
karena struktur amorf yang dimilikinya membuat 
kontak selulosa dengan enzim menjadi mudah 
dan tingkat hidrolisis tinggi (Andersen, 2007). 
Gula reduksi bertambah selama hidrolisis 
enzimatis. Enzim selulase secara aktif mengubah 
selulosa menjadi gula pada jam ke 24–48. Pada 
jam ke 60–72 tidak ada peningkatan signifikan 
dari gula reduksi. Menurut Mussato dkk., (2008) 
di dalam bahan berlignoselulosa, selulosa terikat 
secara fisikawi dengan hemiselulosa dan terikat 
secara fisikawi dan kimiawi dengan lignin. 
Keberadaan kedua fraksi tersebut membuat 
akses selulase menuju selulosa menjadi 
terhambat sehingga mengurangi efisiensi 
hidrolisis. Penghambatan akses selulase dan 
penurunan efisiensi hidrolisis akan menyebabkan 
produksi glukosa menjadi lebih rendah. Produksi 
gula reduksi tertinggi adalah 3,18 mg/ml. 
Produk yang muncul dari proses hidrolisis 
enzimatis dapat berperan sebagai inhibitor 
aktivitas enzim. Penghambatan aktivitas selulase 
dalam hidrolisis enzimatis dilakukan oleh gula 
terutama sellubiosa dan glukosa (Taherzadeh 
dan Karimi, 2007). 
Komposisi lignoselulosa memengaruhi 
produksi gula reduksi. Dalam substrat 
lignoselulosa, selulosa terikat secara fisik pada 
hemiselulosa dan secara kimia pada lignin. 
Lignin dan hemiselulosa dapat menghambat 
akses enzim selulase pada selulosa. 
Penghambatan dan pengurangan efisiensi 
hidrolisis akan memproduksi konsentrasi gula 
yang rendah (Mussato dkk., 2008). 
Efisiensi Hidrolisis Enzimatis Selulosa 
Efisiensi hidrolisis enzimatis selulosa 
daun sorghum dinyatakan dalam % CCR 
(Cellulose Conversion Ratio). Nilai %CCR daun 
sorghum adalah 55,058%. Hasil ini menyatakan 
bahwa 55% selulosa dapat diubah menjadi 
glukosa. Hidrolisis enzimatis dalam penelitian 
ini dilakukan tanpa perlakuan pendahuluan 
untuk melihat potensi alami dari bahan yang 
digunakan sebagai substrat sebelum dikenai 
perlakuan pendahuluan. Masih terdapat 
hemiselulosa dan lignin di dalam bahan yang 
dapat menghambat selulase untuk mencapai 
selulosa dan memproduksi nilai %CCR yang 
rendah (Mussato dan Teixeira, 2010) 
%CCR dapat dipengaruhi oleh minimnya 
perlakuan pendahuluan. Perlakuan pendahuluan 
meningkatkan area permukaan dari bahan yang 
akan dilanjutkan dengan kontak yang cukup 
antara selulase dan substrat sehingga membuat 
peningkatan gula reduksi yang dihasilkan (Lu 
dkk., 2012) 
Proses pemutusan ikatan selulosa yang 
ada dalam substrat lignoselulosa dibatasi oleh 
berbagai faktor seperti faktor fisikokimia, 
struktur, dan komposisi. Dalam konversi substrat 
lignoselulosa menjadi bahan bakar, substrat 
perlu diberikan perlakuan pendahuluan sehingga 
selulosa dalam serat tanaman dapat terekspose 
(Mussato dan Teixeira, 2010). Perlakukan 
pendahuluan menggunakan berbagai macam 
metode termasuk ledakan ammonia fiber, 
perlakuan kimia, perlakuan biologis, dan ledakan 
uap panas untuk merusak struktur selulosa 
susbtrat dan meningkatkan akses terhadap enzim 
(Kumar dkk., 2009). 
Tingkat kekerasan substrat lignoselulosa 
dapat disebabkan oleh beberapa faktor yaitu 
rendahnya tingkat akses substrat, tingginya nilai 
DP (Degree of Polymerization) selosa, 
keberadaan lignin dan hemiselulosa, tingginya 
tingkat kristalinitas, ukuran partikel, dan 
porositas (Mussato dan Teixeira, 2010). Faktor-
faktor tersebut berkorelasi dengan tingkat akses 
substrat dan tingkat hidrolisis. Penggilingan dan 
penghancuran selulosa dalam solven selulosa 
diikuti dengan regenerasi pada antisolven dapat 
meningkatkan akses selulosa sebelum hidrolisis 
enzimatis (Sathisuksanoh dkk, 2011). 
Fermentasi  Etanol 
Saccharomyces cerevisiae  ditambahkan 
sebanyak 10% (v/v) dengan konsentrasi 1x10
6
 
CFU/ml sebelum diinkubasi 30
o
C selama 36 
jam. Konsentrasi gula reduksi dan perubahan 
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etanol selama proses fermentasi ditampilkan 
dalam Gambar 2. 
Dari Gambar 2, pada 12 jam pertama 
penurunan gula reduksi sebanding dengan 
peningkatan konsentrasi etanol. Hal ini 
menunjukkan bahwa gula reduksi diubah 
menjadi etanol oleh Saccharomyces cerevisiae 
melalui proses fermentasi (Musanif, 2008).  
Konsentrasi gula reduksi berkurang 
selama fermentasi. Penurunan gula reduksi 
tertinggi tampak pada 12 jam pertama fermentasi 
lalu diikuti oleh penurunan yang tidak 
signifikan. Pada 12 jam awal merupakan fase log 
bagi S. cerevisiae sehingga konsumsi gula tinggi 
digunakan untuk pertumbuhan dan produksi 
etanol. Substrat merupakan vahan baku 
fermentasi yang mengandung nutrien-nutrien 
yang dibutuhkan oleh mikroba untuk tumbuh 
maupun untuk menghasilkan produk fermentasi. 
Nutrien yang paling dibutuhkan adalah 
karbohidrat (Azizah dkk., 2012). Konsentrasi 
akhir gula reduksi hampir mendekati 0. 
Konsentrasi awal gula reduksi dari hidrolisat 
yang rendah tidak dapat memenuhi kebutuhan 
pertumbuhan S. cerevisiae. pertumbuhan 
optimum S. cerevisiae membutuhkan 10% 
konsentrasi gula reduksi (Afriyanti dkk., 2014). 
Konsentrasi etanol tertinggi dihasilkan 
pada 12 jam pertama. Pada jam ke-24 dan 36 
perubahan konsentrasi etanol tidak signifikan. 
Pada 12 jam awal, S. cerevisiae memasuki fase 
log dan secara aktif memproduksi etanol lalu 
dilanjutkan pada fase stasioner pada jam 
pengamatan selanjutnya sehingga produksi 
etanol tidak berbeda signifikan (Shen dkk., 
2012). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Gambar 1. Konsentrasi gula reduksi selama hidrolisis enzimatis. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 Gambar 2. Konsentrasi gula reduksi dan perubahan etanol selama fermentasi.  
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Simpulan 
Penggunaan daun sorghum tanpa 
perlakuan pendahuluan sebagai substrat dalam 
produksi etanol menghasilkan nilai konversi 
selulosa menjadi gula reduksi yang rendah. 
Adanya hemiselulosa dan lignin di dalam daun 
sorghum dapat berperan sebagai inhibitor dalam 
proses hidrolisis enzimatis. Nilai %CCR 
produksi adalah 55,058% dengan konsentrasi 
gula tertinggi 3,18 mg/ml. Dalam tahap 
fermentasi, konsentrasi etanol tertinggi yang 
dihasilkan adalah 0,23% (v/v). Perlakuan 
pendahuluan dibutuhkan untuk memutus ikatan 
lignoselulosa dan meningkatkan kontak antara 
selulosa dan enzim selulase. 
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